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摘   要: 为了实现增强型绿色荧光蛋白基因  (egfp) 在生防真菌淡紫拟青霉 9410 菌株中的转化，借助中间质粒
pcDNA3.1(-) 构建 nptⅡ-egfp 融合基因的表达载体 pUPNGT，然后采用根癌农杆菌介导的转化法将 egfp 基因转化到淡
紫拟青霉 9410 菌株中。PCR 检测和 Southern blotting 分析结果表明，egfp 基因以单拷贝形式整合到淡紫拟青霉 9410
的基因组中。荧光显微镜观察结果显示，转化子在 488 nm 光源的激发下能产生绿色荧光。这些结果说明 egfp 基因已
成功转化至淡紫拟青霉 9410 菌株并获得表达。这些工作可为淡紫拟青霉在不同条件下的防效评价、环境安全评价等
提供新的途径和方法。 
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Abstract:  The main aim of this study was to transform the enhanced green fluorescent protein gene (egfp) into biocontrol fungus 
Paecilomyces lilacinus strain 9410. We constructed the expression vector pUPNGT of the fusion gene nptII-egfp using pcDNA3.1(-) 
as a helper plasmid. The egfp gene was then transformed into P. lilacinus strain 9410 via Agrobacterium tumefaciens-mediated 
transformation. PCR and Southern blotting analysis showed that the egfp gene was integrated into the genomes of the tested 
transformants and the integration manner was single-copy. The transformants could generate green fluorescence when they were 
excited by 488 nm blue laser. These results indicated that the egfp gene had been successfully transformed into P. lilacinus 9410 and 
expressed in the tested transformants. Our work may provide a new approach to assess environmental safety and practical biocontrol 
efficacy of P. lilacinus under different conditions. 
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1  材料与方法 
1.1  菌株与质粒 
淡紫拟青霉 P. Lilacinus 9410 菌株，大肠杆菌
Escherichia coli DH5α 菌 株 ， pcDNA3.1(-) 和
pcDNA3.1-egfp 质粒由厦门大学生命科学学院寄生
动物研究室保存；根癌农杆菌 A. tumefaciens 
EHA105 菌株由厦门大学生命科学学院陈亮教授提
供；真菌表达载体 pUR5750 由 RE Cardoza 博士 
(University of León，Spain) 提供。 




G418抗性基因 npt +Ⅱ 弹性连接肽 (Linker)、egfp基
因和来自构巢曲霉 A. nidulans的色氨酸合成酶 C基




达载体 pUR5750 中，构建成二元载体 pUR5750- 
PgpdA-NPTL-egfp-TtrpC，命名为 pUPNGT。 
 
图 1  构建 nptII-egfp 融合基因的表达 DNA 序列组件的
流程图 
Fig. 1  Construction flow chart of the expression DNA cassette 
of the fusion gene nptII-egfp. 
 
1.3  淡紫拟青霉分生孢子的准备 
用无菌蒸馏水从培养 7~10 d 的 PDA 平板上洗
下淡紫拟青霉的分生孢子，离心后用 MM液体培养
基重悬，血球计数板计数，然后用 MM液体培养基
将孢子浓度调整为 108 个/mL。 
1.4  根癌农杆菌的活化培养 
表达载体 pUPNGT 采用液氮冻融法直接转化
到根癌农杆菌 EHA105 菌株中。从含 50 μg/mL 卡
那霉素的LB平板上挑取农杆菌单菌落，接种于 3 mL 
LB液体培养基  (含 50 μg/mL 卡那霉素)，28℃、
220 r/min振荡培养过夜。第 2天用诱导培养基 (含
50 μg/mL 卡那霉素、40 mmol/L MES (pH 5.3)、
0.5％ 甘油 (W/V)、200 μmol/L 乙酰丁香酮的 MM
液体培养基) 稀释至 OD600 大约 0.15，继续培养至
OD600为 0.6~0.8。 
1.5  淡紫拟青霉的转化 
取已活化好的根癌农杆菌 EHA105菌液和制备
好的淡紫拟青霉分生孢子悬液各 100 µL，加入到
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1.5 mL EP管中，离心后用 200 µL诱导培养基重悬，
采用液相静置方式置于 28℃培养箱中进行共培养，
48 h 后将共培养物涂布在含 300 μg/mL G418 和
300 μg/mL头孢霉素的 PDA平板上进行转化子筛选。 
1.6  淡紫拟青霉转化子的 PCR 检测 
淡紫拟青霉原始菌株和转化子的基因组 DNA
的提取按文献 [12]的方法和步骤进行。以基因组
DNA为模板，用扩增 egfp基因的引物 eGFPF: 5′-AT 
AAGAATGCGGCCGCATGGTGAGCAAGGGCGAG
-3′和 eGFPR: 5′-CCGGAATTCTTACTTGTACAGCT 
CGTC-3′对 eGFP转化子进行 PCR检测。 
1.7  淡紫拟青霉转化子的 Southern blotting 分析 
选择质粒 pUPNGT上无酶切位点的内切酶对基
因组 DNA 进行酶切，以质粒 pUPNGT 的 Not I 和
EcoR I的酶切片段 (egfp) 为模板制备探针。标记、
杂交及检测的方法和步骤参照试剂盒上 (DIG High 
Prime DNA Labeling and Detection Starter KitⅡ，购
自上海华舜公司) 提供的方法进行。 





2  结果 
2.1  egfp 基因表达载体 pUPNGT 的构建 
按图 1 的流程，分别将启动子 PgpdA、筛选标
记基因 nptII+Linker (即 NPTL)、egfp基因和转录终
止子 TtrpC 这 4个片段，依次插入到中间质粒中，
构建成重组质粒 pcDNA3.1(-)-PgpdA-NPTL-egfp- 




2.2  淡紫拟青霉转化子的获得与初步鉴定 
含载体 pUPNGT 的农杆菌和淡紫拟青霉的分
生孢子在诱导培养基中液相静置共培养 48 h，经适
当稀释后涂布在含 300 μg/mL G418和 300 μg/mL头
孢霉素的 PDA平板上，培养 5 d左右即有 G418抗
性菌落出现，随机挑取 G418 抗性菌落转接至含有




2.3  转化子的 PCR 和 Southern blotting 分析 
从抗性平板 (含 400 μg/mL G418) 上随机挑取
10个转化子，提取基因组 DNA 后，用扩增 egfp 基






(阴性对照) 的基因组 DNA 分别用 Spe I 进行单酶
切，该酶切位点位于 T-DNA外侧，质粒 pUPNGT (阳
性对照) 用 Hind III进行单酶切，按照试剂盒的方法
进行 egfp基因的 Southern杂交和检测。结果表明 egfp
基因已经整合到淡紫拟青霉基因组中，而且都是以
单拷贝的方式整合 (图 2)。 









图 2  淡紫拟青霉转化子的 Southern blotting 分析 
Fig. 2  Southern blotting analysis of transformants of 
Paecilomyces lilacinus. +: positive control (plasmid pUPNGT); 
−: negative control (genomic DNA of P. lilacinus 9410 original 
strain); 1–4: genomic DNA of transformant 1,4,18 and 19, 
respectively. 




图 3  淡紫拟青霉转化子的荧光显微镜观察 (200×) 
Fig. 3  Observations of transformants of Paecilomyces 
lilacinus using fluorescent microscope (200×). 
 
2.5  淡紫拟青霉转化子的遗传稳定性 
将淡紫拟青霉转化子接种到不含抗生素 G418
的 PDA 平板上连续传代 5 次，每代培养时间均为
5 d，然后再接种到含有 400 μg/mL G418的 PDA平
板，培养 7 d。结果表明，淡紫拟青霉转化子在没有
抗生素的压力下连续传代 5 次后，仍保持了抗高浓
度 G418 (400 μg/mL) 的能力，而且转化子仍能产生
绿色荧光 (数据未显示)，提示淡紫拟青霉菌转化子
的 G418抗性和 egfp基因能稳定遗传。 
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